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論文内容要旨
研究目的
 マウス卵胞から採取後invitro培養した卵の成熟を核型から観察し,成熟し得た卵について
 mRNAの発現パターンをinvivo環境で成熟させた卵と比較し,卵の成熟度評価を試みた。さ
 らに,invitro培養時にマイクロフィラメント阻害剤であるサイトカラシンDを添加して未成
 熟卵モデルを作成し,そのmRNAの局在変化に対する影響の有無を観察し,これらの結果より
 マウス卵のinvi七ro培養における有用性を検討した。
研究結果
 1)invivo群におけるmRNAの局在
 invivoで成熟させマウス卵管より直接採取した卵においては,TGFαmRNAについては,
 卵細胞膜直下にリング状に高シグナル領域を認めたが,胞実質内は軽度のシグナルのみであった。
 βアクチンmRNAは細胞内に広範囲に存在し,局在はみられなかった。
 2)卵胞卵invitro培養に伴う局在の変化
 卵胞卵を採取し37℃・17時間培養したところ,実体顕微鏡下に約半数(18/40)に核の残存を
 認めた。実体顕微鏡下に核の消失した卵をinvitro環境で培養し,invivo群と同様に観察を行
 い比較した。TGFαmRNAはinvivo群と同様に卵細胞膜直下にリング状の高シグナルの領域
 を認めた。βアクチンmRNAの発現についてもinvivo群と同様に細胞実質内に広く高シグナ
 ル領域を認めた。また,成熟に伴い核の消失した卵を用いて対外受精を試みたところ,約8割が
 受精した。
 3)卵胞のサイトカラシンD添加invitro培養による局在変化の相違
 卵胞卵を採取し37。C・17時間培養したところ,実体顕微鏡下でほぼ全数(38/39)で核の残存
 がみられた。TGFαmRNAは細胞質全体にシグナルを認めたが,特に高シグナルな領域はなかっ
 た。βアクチンmRNAは逆に細胞質内でシグナルの強さに差を認め,中央部に比べ辺縁寄りに
 シグナルを認めた。
 これらのことから,マウスにおける卵の対外培養は,卵の成熟に若干改善の余地があるものの,
 成熟し核の消失した卵については,TGFα及びβアクチンのいずれのmRNAについてもin
 vivo群と同様の発現を示し,受精能に関してもinvivo卵同様に有用であることが示唆された。
 また,細胞骨格とmRNAの発現パターンとは密接に関連しながら卵成熟を促進させることが示
 唆された。
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 研究の意義・独創的な点
 TGFαは未受精卵にはmRNAが存在するが,受精後4細胞期恥に至るまでにTGFαmRNA
 が発現しない時期がある。TGFαが卵及び初期胚の発育に不可欠なものであることは広く知ら
 れている。にもかかわら,卵そのものにおけるTGFαの役割及びmRNAの動態については報
 告がない。
 卵におけるTGFαのmRNAは受精後速やかに消失することより明らかに母性mRNAである。
 他の種族,例えばカエルの母性mRNAであるVg1は成熟過程で植物極に移動することがしられ
 ているが,哺乳類の卵においてはその大きさの問題があり,母性mRNA局在に関する詳細な研
 究はない。
 そこで,このように生殖医学の分野で大変意義のある成長因子であるTGFαmRNAの動態を
 解明する目的で,なおかっ体外培養の有用性をmRNAの発現パターンと対比させて検討した。
 対照として,各成熟期の卵細胞質に広く存在することが知られているアクチンmRNAについて
 も検討を加えた。
 実験方法の面では,次のような工夫を試みた。すなわち,哺乳類の卵がその大きさによる制約
 からこれまでこの分野の研究が少なかったが,ホールマウントinsituhybridizationと共焦点
 レーザー顕微鏡を用いることにより,マウス卵細胞質に存在するTGFα及びβアクチンmRNA
 の存在部位を視覚化し,また画像処理によりシグナル強度をとらえてこれを数値化して客観的評
 価を行った。
 今回の結果からinvivoで成熟させた卵とinvitroで成熟した卵との両者には大きな相違はな
 く,従って体外受精・胚移植時における卵の体外培養は有用であると推測される。また,マイク
 ロフィラメント阻害剤であるサイトカラシンDを添加し,未熟卵モデルを作成した。これらの
 卵は非添加群あるいはinvivo群と異なるmRNA発現パターンを示したため,細胞骨格の構築
 とmRNAとが密接な関連し卵の成熟が促進されることを解明した。
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 審査結果の要旨
 卵及び初期胚成熟過程において,種々の成長因子の関与が解明されてきており,臨床において
 もこれらを応用した治療が少なからず行われてきている。中でも,TGFαは卵の成熟促進作用,
 胚発達過程における促進作用のいずれも認められている。さらに培養基にTGFαを添加するこ
 とにより,体外培養における卵割の停止すなわちブロックを解除する効果があることも知られて
 いるが,哺乳類の卵におけるその動態は不明な点が多い。
 本研究では,卵の成熟過程において大変意義のあるTGFα及び卵に普遍的に存在するとされ
 るβアクチンのmRNAに着目し,inv呈tro環境で成熟したマウス卵におけるmRNAの発現パ
 ターンをinv1voの卵と比較検討し,卵の質的評価を試みた。哺乳類の卵子という微小な1細胞
 についてのmRNA局在に関する報告はほとんどなかったが,ホールマウントinsitu
 hybridization法を用いることにより,mRNAの局在を視覚化することに成功した。その結果,
 invivoで成熟させて卵管より直接採取した卵においては,TGFαmRNAは卵細胞皮質直下に
 局在して発現し,βアクチンmRNAは卵細胞内に一様にその発現がみられた。これに対してin
 vitroで成熟させたマウス卵におけるTGFα及びβアクチンmRNAも同様の発現パターンを示
 し,invivoで成熟した卵との間で大きな相違はみられなかった。またinvitro成熟卵において
 体外受精を試みたところ,高率に受精を認めた。これらのことより,体外培養を行い成熟した卵
 については,受精能という点においてinvivo卵と同等であり,卵の体外培養の有用性が示唆さ
 れた。次に,卵成熟に関与するとされる細胞骨格の形成を人為的に阻害することにより成熟を妨
 げた卵について,mRNAの発現パターンをみたところ,TGFα,βアクチンのいずれのmRNA
 についても細胞骨格の形成を阻害しなかった場合と異なる発現パターンを示した。これより細胞
 骨格の構築がmRNAと関わりながら卵成熟を促進することが示唆された。
 以上より,本研究では,mRNAの発現パターンを視覚化することで卵の質的な評価が可能で
 あると考えられ,今後生殖医学の分野に積極的に応用し,ひいては体外受精・胚移植における受
 精率の向上も期待され,学位に十分値するものと考えられる。
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